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Verf ahren tmd Vorrxchiiiingen zur UntersttchTinq ei,nes 
deformlerbaren Objekts 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Untersuchung eines in 
einer Fltissigkeit suspendierten, def ormierbaren Objekts^ ins- 
besondere zur Untersuchung von Def ormationseigenschaf ten von 
bidlogischen Partikeln^ wie zum Beispiel von biolo'gischen 
Zellen, mit den Merkmalen der Oberbegriff? von Patentanspruch 
1. Die Erfindung betrifft auch Vorrichtungen zur Umsetzung 
derartiger Verfahren und Anwendungen von Hochf requenz-Feld- 
kafigen in fluidischen Mikrosystemen. 

Es ist bekannt, dass geschSdigte, transf ormierte oder entar- 
tete biologische Zellen haufig mechanisch weicher als gesunde 
Zellen sind (siehe B. Alberts et al. in "Lehrbuch der moleku- 
laren Zellbiologie" , Wiley VCH, Weinheim, 1998; und J. M. Va- 
siliev et al . in "BBA" Bd. 780, 1985, S 21-65 "Spreading of 
non-transformed and transformed cells") . Aufierdem unter- 
scheiden sich verschiedene Zelltypen, wie zum Beispiel weiBe 
und rote Blut zellen nach ihrer Verf ormbarkeit (siehe R. Gla- 
,er in „Biophysik^\ Spektrum T^ademischer Verlag, Heidelberg, 
j;^p6) . Es wurde weiterhin f estgestellt, dass Krebs zellen zwi- 
schen 2- und 10-fach weicher als gesunde Zellen sein kSnnen 
und sich unter dem Einfluss von KrSften deutlich starker als 
gesunde Zellen verformen (siehe J. Guck et al. in "Biophysi- • 
cal Journal", Bd. 81, 2001, S. 767 - 784). Es ist bekannt, 
dass sich das Zytoskelett und damit die viskoelestischen Ei- 
genschaften von Zellen durch die Zugabe von bestimmten Agen- 
zien, z. B. Cytochalasin oder Colchezin ver^ndern lassen 
(siehe B, Alberts et al.)- B. Alberts et al. beschreiben 
auch, dass sich das Zytoskelett wShrend der Zellontogenese/- 
dif f erenzierung und des Zellzyklus Sndert. 
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Zur Unterscheidung von Krebszellen and gesunden Zellen wird 
von J. Guck et al, und in US 6 067 859 ein optischer Mikroma- 
nipulator vorgeschlagen^ der als so genannter optischer Stre- 
5 cker (oder: Laserstrecker ) wirkt. Der optische Strecker ver- 
wendet zwei gegenlSuf ige, kaum fokussierte Laserstrahlen, um 
Zellen, die in einer Fliissigkeit suspendiert sind, im Durch- 
fluss bei niedriger Lichtleistung (10 - 100 mW) einzufangen. 
Wenn die Lichtleistung erhoht wird (100 mW - 1.5 W), werden 
10 die Zellen je nach Zelltyp unterschiedlich stark verzerrt 
(deformiert) . Gesunde Zelle andern sich kaum, wahrend sich 
Tumor zellen deutlich verformen. 

. Die Verwendung des optischen Streakers zur Erkennung von 
15 Krebszellen besitzt mebrere Nachteile. Ein Hauptnachteil be- 
steht darin, dass der optische Strecker nur mit einzelnen 
Zellen sicher f unktionieren kann, wobei jedoch keine M5glich- 
keit zur Selektion einzelner Zellen aus der Suspensions- 
fltissigkeit gegeben sind. Mehrere, zwischen den Laserstrahlen 
20 gefangene Zellen treten miteinander in Wechselwirkung, so 

dass die zu untersuchende Deformation beeinflusst wird. Zur 
Vermeidung dieses Problems muss mit extrem verdunnten Proben 
gearbeitet werden. Dadurch wird der Probendurchsatz be- 
schrankt. Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass di-e De- 
25 tektion der Deformation nicht zuver^assig automatisierbar 

±'st. Schliefilich besteht ein Nachteil des Laserstreckers auch 
darin, dass der Fangbereich aufgrund des geringen Durchmes- 
sers des Lichtleiters zur Einkopplung der Laserstrahlen nur 
eine geringe GrOBe von z. B. 5 ]m besitzt. ' 

30 

In der Publikation "Reversible Electropermeabilization of 
mammalian cells by high-intensity, ultra-short pulses of siib- 
microsecond duration" von K. J. MQller et al. ("J. Membrane 
Biol." Bd. 184, 2001, S. 161-170) wird beschrieben, dass in 



einer Fliissigkeit suspendierte Zellen in elektrischen Gleich- 
Oder Wechselspannungsf eldern (E) deformiert werden k5nnen. In 
Abhangigkeit von den elektrischen Leitf Shigkeiten a der Sus- 
pensionsf liissigkeit (Index 1) und des Zellzytosol (Index c) 
k6nnen sowohl elongierende als auch komprimierende Drticke Pd 
ausgeiibt werden (siehe Fig. 6) . FUr hochf requente Felder er- 
gibt sich ftlr den Druck (Stress) Pd (sq: absolute Dielek- 
trizitatskonstante, Si: relative Dielektrizitatskonstante der 
Suspensionsf liissigkeit , ©: Winkel zwischen dem elektrischen 
Feld und der betrachteten Wirkungsrichtung des Druckes) : 

Pn -^s,s,E^ cosn®] . (1) 

Die von K. J. MUller et al. beschriebene Deformation von Zel- 
len dient der Beeinf lussung der Durchiassigkeit der Zellmemb- 
ran bei der so genannten Elektropentieabilisierung. Aus dem 
folgenden Grund ist diese Def ormationstechnik ftlr die o. g- 
Erkennung gesunder oder kranker Zellen- ungeeignet. In Abhan- 
gigkeit von den mechanischen und dielektrischen .Eigenschaften 
der Zellen werden zur Deformation Feldstarken vop einigen 10 
kV/m bis in den MV/m-Bereich benotigt. Auf grund der hohen 
Feldstarken wird nur in L5sungen niedriger Leitf ahigkeit ge- 
arbeitet, urn Ohm'sche Verluste zu vermeiden. Dabei werden die 
Zellen Qber positive Dielektrophorese zusatzlich an die* 
Elektroden zur Erzeugung der Gleich- oder Wechselspannungs- 
felder gezogen, so dass zwischen den Zellen und den Elektro- 
den Wechselwirkungen auftreten, die eine reproduzierbare und 
quantitative Beobachtung der Defoinnation erschweren. 

Die Anwendung hochf requenter elektrischer Felder zur Untersu- 
chung^der viskoelastischen Eigenschaften von Erythrozyten 
wird von H. Engelhardt et al.- in: ,,Nature^\ Bd. 307, 1984, S- 
378-380, „Viscoelastic properties of erythrocyte membranes in 
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high-frequency electric fields- beschrieben. In einer Ktivette 
werden scharf kantige Elektroden mit einem Abstand von 50 pm 
angeordnet. Bei Beauf schlagung der Elektroden mit einer hoch- 
frequenten elektrischen Spannung ordnen sich einzelne oder 
mehrere Erythrozyten zwischen den Elektroden an. Die Erythro- 
zyten werden zu den Elektroden gezogen. Durch eine kurzzeiti- 
ge Feldstarkenerhohung erfolgt eine Deformation, die optisch 
beobachtet und quantitativ ausg^wertet werden kann. Die von 
H. Engelhardt beschriebene Technik besitzt mehrere Nachteile. 
Ein wesentliches Problem besteht darin, dass wie bei der oben 
beschriebenen Technik von K. J. Mailer et al. die Erythrozy- 
ten die Elektroden berUhren. Dadurch wird die Beobachtung der 
Deformation verfaischt. Aufierdem kOnnen die Erythrozyten 
nicht in definierter Weise in verschiedenen Richtungen defor- 
miert werden. Ein weiteres Problem besteht darin, dass bei 
den von H. Engelhardt et al. vorgeschlagenen Versuchsbedin- 
gungen mit einer extrem niedrigen LeitfShigkeit der PufferlO- 
sung gearbeitet werden muss, die die Erythrozyten umgibt. Die 
Leitfahigkeit der PufferlSsung liegt im Bereich von 1 mS/m 
bis 10 mS/m. Diese Leitf ahigkeiten liegen jedoch erheblich 
unter den Leitf ahigkeiten physiologischer LOsungen, so dass 
die untersuchten Erythrozyten einem zusatzlichen Stress aus- 
gesetzt sind oder zerstttrt werden kdnnen. 

Ein weiterer Nachteil der von H. Engelhardt et al. vorge- 
schlagenen Messung besteht darin, dass lediglich eine integ- 
rale Lichtmessung vorgesehen ist. Topographische Deformati- 
onsbilder kOnnen mit der herkOmmlichen Technik nicht aufge- 
nommen werden. Schliefilich ist die von H. Engelhardt et al. 
beschriebene Technik nicht im Durchfluss system realisierbar 
und far eine Automatisierung ungeeignet. 



Des Weiteren ist bekannt, einzelne Zellen unter der Wirkung 
hochfrequenter elektrischer Felder in Feldkafigen mittels ne- 



5 

gativer Dielektrophorese zu fangen und zu halten. Die Verwen- 
dung von Hochf requenz-FeldkMf igen war bisher auf die mog- 
lichst schonende Manipulation der Zellen gerichtet, wobei 
einseitige Kraf twirkungen oder Def ormationen der Zellen gera- 
5 de unerwanscht waren. Beispielsweise beschreiben H. Wissel et 
al. in "American Journal of Physiology Lung Cell Mol. Physi- 
ol." (Bd. 281, 2001, L345-L360 "Endocytosed SP-A and surfac- 
tant lipids are sorted to different organelles in rat type II 
pneumocytes") , dass Zellen auch bei hohen FeldstSrken scho- 
10 nend gehalten werden kannen, da sie sich zum einen in einem * 
Feldminimum (Nullfeld) befinden und zum anderen das Heizen 
minimierende Mikroelektroden Verwendung finden, 

T, Schnelle et al. beschreiben in "J. Electrostat . " (Bd. 50, 
15 2000, S. 17-29, "Trapping in ac octode field cages") ver- 
schiedene Phasenansteuerungen dielektrischer Hochf requenz- 
Feldkafige, Durch eine geeignete Ansteuerung konnen Objekte 
stabil gehalten oder gezielt in eine Richtung aus dem Feldka- 
fig entlassen oder Bedingungen gefunden werden, unter denen 
20 mehrere Objekte im Kafig miteinander .in Kontakt gebracht wer- 
den. 

<^ Die Aufgabe der Erfindung ist es, verbesserte Verfahren zur 
( Untersuchung von Def ormationseigenschaften von Objekten, ins- 
25 besondere von biologischen Zellen bereitzustellen, mit denen 
die Nachteile der herkammlichen Verfahren Uberwunden werden 
und die insbesondere eine Charakterisierung von Def ormations- 
eigenschaften mit erhahter Genauigkeit und Reproduzierbarkeit 
emnOglichen. Erf indungsgemSlSe Verfahren sollen des Weiteren 
30 eine quantitative Charakterisierung der Def ormationseigen- 
schaften ermOglichen und mit vermindertem gerStetechnischen 
Auf wand automatisierbar sein. Eine weitere Aufgabe der Erfin- 
dung ist es, verbesserte Vorrichtungen zur Untersuchung von 



Deformationseigenschaften von Objekten, insbesondere zur Um- 
setzung der erf indungsgemafien Verfahren bereitzustellen. 

Diese Aufgaben werden lait Verfahren und Vorrichtungen mit den 
Merkmalen der Patentansprtiche 1 und 25 gel6st. Vorteilhafte 
Ausfahrungsformen und Anwendungen der Erfindung ergeben sich 
aus den abhSngigen Ansprtichen. 

Verfahrensbezogen beruht die Erfindung auf der allgemeinen 
technischen Lehre, zur Untersuchung eines in einer FlUssig- 
keit suspendierten Objekts nach dessen Positionierung in ei- 
nem Potentialminimum eines hochfrequenten elektrischen Posi- 
tionierungs-Feldes in einem Untersuchungsbereich eines flui- 
dischen Mikrosystems auf das Objekt mit einem Deformations- 
Feld eine Deformationskraft auszuUben und eine Reaktion des 
Objekts auf die Deformationskraft durch eine Detektion min- 
destens einer Eigenschaft aus der Gruppe der elektrischen, 
geometrischen und optischen Eigenschaften des Objekts zu er- 
fassen. Vorteilhafterweise ermOglicht die Verwendung des 
hochfrequenten elektrischen Positionierungs-Feldes eine be- 
rOhrungslose, dielektrische Positionierung einzelner Objekte 
mit hoher Stabilitat und Ortsgenauigkelt . Die berahrungslose 
Positionierung umfasst eine Halterung einzelner Objekte, wie 
z. B. einzelner biologischer Zellen in frei suspendiertem Zu- 
stand, d. h. f reischwebend in der Suspensions- oder einer Be- 
handlungsfltlssigkeit ohne einen direkten mechanischen Kontakt 
(ohne eine unmittelbare Beriihrung) mit Komponenten des flui- 
dischen Mikrosystems. Das zu untersuchende Objekt befindet 
sich in freier Lttsung, d. h. es ist allseitig von der FlUs- 
sigkeit umgeben, zu alien benachbarten Wandfiachen oder E- 
lektroden des Mikrosystems bestehen Abstande. Die Stabilitat 
der Positionierung erlaubt es, dass ein Detektor prazise auf 
das Objekt justiert und zur Erfassung der gewUnschten Eigen- 
schaften eingerichtet werden kann. 



Das Deformationsfeld wirkt gemaJJ einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemSIien Verfahrens auf der Grundlage 
von negativer Dielektrophorese. Die mit der vorliegenden Er- 
findung erstmalig vorgeschlagene Kombination der Halterxang 
mittels negativer Dielektrophorese mit der Wirkung des Defor- 
mationsfeldes besitzt den Vorteil, eine besonders schonende 
Untersuchung biologischer Objekte in fluidischen Mikrosyste- 
men zu ermSglichen, wie sie an sich zur Manipulierung, Be- 
handlung, Sortierung und Analyse zum Beispiel von biologi- 
schen Zellen bereits verfClgbar sind. 

Die Halterung der Objekte durch negative Dielektrophorese be- 
sitzt besondere Vorteile bei der Untersuchung biologischer 
Objekte. Die Leitf ahigkeit der umgebenden Suspensions- oder 
Behandlungsfltissigkeit kann bspw. im Vergleich zu der von H. 
Engelhardt beschriebenen Technik erheblich, insbesondere in 
den Bereich physiologischer Bedingungen erhOht werden. Die ' 
Leitf ahigkeit kann z. B. grSBer als 0.3 S/m und insbesondere 
entsprechend dem physiologischen Wert 1.5 S/m eingestellt 
werden. Insbesondere bei der Messung an biologischen Zellen, 
bei denen die Leitf ahigkeit im Inneren der Zelle geringer als 
im Aufienmedium ist, tritt vorteilhaf terweise die negative 
Dielektrophorese im gesamten interessierenden Frequenzbereich 
insbesondere oberhalb von 1 kHz bis in den GHz-Bereich auf. 
Im Vergleich zu herkOmmlichen Techniken ist ein vergrOBerter 
Frequenzbereich verfUgbar, wobei bei verschiedenen Frequenzen 
verschiedene Def ormationswirkungen einstellbar sind. Ein wei- 
terer wichtiger Vorteil der Verwendung einer Suspensions- o- 
der Behandlungsfltissigkeit mit einer erhOhten Aufienleitfahig- 
keit besteht in der Verringerung Ohm' scher Heizwirkungen, z. 
B. bis zu einem Faktor 5, so dass die Zellphysiologie wahrend 
der Messung kaum beeinflusst wird. 
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GemSfi einer alternativen Variante wirkt das Def ormationsf eld 
auf der Grundlage von positiver Dielektrophorese, was far be- 
stimmte Objekte zur berUhrungslosen Halterung von Vorteil 
sein kann. 

Welche der elektrischen, geometrischen und/oder optischen Ei- 
genschaften des Objekts detektiert wird, hSngt von der kon- 
kreten Anwendung der Erfindung ab. Beispielsweise kann durch 
eine Impedanzmessung ±m Untersuchungsbereich festgestellt 
werden, ob und mit welcher Geschwindigkeit sich das Objekt 
deformiert und ggf. in den undefontiierten Zustand relaxiert. 
Diese Variante kann fUr den Betrieb automatisierter Mikrosys- 
teitie ohne eine optische Prozessbeobachtung von Vorteil sein. 
Eine Detektion der geometrischen Eigenschaf ten des Objekts 
bedeutet entsprechend, dass die auliere Form des Objekts zum 
Beispiel mit einer Kamera wShrend der Deformation und/oder 
Relaxation erfasst und anschlieliend ausgewertet wird. Die De- 
tektion optischer Eigenschaf ten bezeichnet hier die Erfassung 
der Wechselwirkung des Objekts mit Licht, wie zum Beispiel 
eine Fluoreszenzmessung oder eine Streulichtmessung. Wenn die 
erfindungsgemajie Untersuchung bspw. an biologischen Zellen 
.erfolgt, die auf mechanische Reize durch eine VerSnderung der 
Membranstruktur reagieren und entsprechend Fluoreszenzmarker 
aktivieren kSnnen, umfasst die optische Detektion eine Fluo-' 
reszenzmessung wahrend der Deformation und/oder Relaxation. 

Weitere wichtige Vorteile der erf indungsgemSfien Verfahren 
bestehen darin, dass sie eine reproduzierbare, quantitative 
Auswertung der detektierten Eigenschaf ten zur Ermittlung ela- 
stischer Eigenschaf ten des Objektes wie z. B. der viskoela- 
stischen Eigenschaf ten biologischer Zellen ermoglichen. Das 
Verfahren ist vollstSndig automatisierbar . Die Detektion von 
Eigenschaften, die fur die Deformation oder die Relaxation 
charakteristisch sind, kann im Echtzeitbetrieb oder nach- 
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traglich Qber gespeicherte Daten (zum Beispiel Videoauf- 
zeichnung) mit an sich bekannten Algorithmen der Bildaus- 
wertung erfolgen. Es konnen statische oder dynamische elasti 
sche Eigenschaften der zu untersucheriden Objekte ermittelt 
werden . 

Das erfindungsgemSBe Verfahren besitzt vorteilhafterweise ei 
ne hohe Flexibilitat in Bezug auf den Zeitpunkt der Deforma- 
tionsmessung. Die Detektion kann gemSfi bevorzugten Ausftlh- 
rungsformen der Erfindung einfach oder mehrfach zu Zeitpunk- 
ten erfolgen, die im gesamten Zeitbereich wShrend und nach 
der Deformation des Objekts gewahlt sind. Entsprechend kann 
die Detektion eine Erfassung von Def ormationseigenschaf ten 
Oder bei kurzzeitiger Austlbung der Def ormat ions krMfte von Re 
laxationseigenschaften des Objekts iimfassen. Vorteile in Be- 
zug auf einen erweiterten Inf ormationsgehalt der Detektion 
kannen sich ergeben, wenn eine Zeitabh^ngigkeit der jeweils 
gemessenen elektrischen, geometrischen und/oder optischen 
Grofie erfasst wird. 

Besondere Vorteile insbesondere bei der Untersuchung biologi 
scher Proben kOnnen sich ergeben, wenn das Positionierungs- 
Feld mit einer KSf ig-Elektrodenanordnung als Hochf requenz- 
Feldkafig erzeugt wird, da mit der Gestaltung und der Ansteu 
erung von an sich bekannten Hochf requenz-Feldkafigen bereits 
Erfahrungen bestehen. 

GemaB einer Variante der Erfindung wird der Hochf requenz- 
Feldkafig als allseits geschlossener FeldkSfig mit einem im 
Wesentlichen punktfOrmigen, im Mikrosystem ortsfesten Poten- 
tialminimum betrieben. Vorteilhafterweise kttnnen die Deforma 
tion und Detektion am ruhenden Objekt durchgefuhrt werden. 
Gemafi einer alternativen Variante der Erfindung wird der 
Hochfrequenz-Feldkafig als offener Feldkafig mit einem li- 
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nienfOrmigen Potentialminimum betrieben, das sich in LMngs- 
richtung eines Kanals im fluidischen Mikrosystem erstreckt. 
Das Objekt bewegt sich mit der Suspensionsf Ivissigkeit durch 
die KSfig-Elektrodenanprdnung, wobei der Feldkafig lediglich 
fiir eine Positionierung des Objekts auf einer bestimmten Tra- 
jektorie durch den Kanal sorgt. Die Deformation und Detektion 
kOnnen dynamisch am bewegten Objekt durchgeftlhrt werden, so 
dass die Erfindiang auch im laufenden Betrieb von Hochdurch- 
satzsystemen realisiert werden kann. 

Vorteilhafterweise kann der technische Aufwand bei der Umset- 
zung der Erfindung vermindert werden, wenn die zur Bildung 
des Positionierungs-Feldes vorgesehene KSf ig-Elektroden- 
anordnung auch zur Erzeugung des Deformations-Feldes verwen- 
det wird. Durch ein Umschalten von einem Fang- oder Positio- 
niermodus und zu einem Streck- oder Deformationsmodus konnen 
in an sich bekannter Weise dielektrische und/oder optische 
Eigenschaften und zusStzlich die gewvlnschten mechanisch- 
elastischen Eigenschaften des Objektes untersucht werden. 
Diese Variante ist besonders fiir Screening-Auf gaben von 
Vorteil, bei denen die mechanisch-elastischen Eigenschaften 
des Objektes mit anderen Messparametern in Beziehung gesetzt 
werden sollen. Alternativ kann eine separate Def ormatibns- 
Elektrodenanordnung zur Erzeugung des Deformations-Feldes 
verwendet werden, wobei sich Vorteile fUr die Steuerung der 
Positionier- und Deformations-Felder ergeben kOnnen. 

Wenn das Deformations-Feld gemSB einer bevorzugten AusfOh- 
rungsform der Erfindung fUr eine Dauer von 1 ms bis 500 ms 
eingestellt wird, kQnnen sich Vorteile in Bezug auf eine re- 
lativ geringe mechanische Belastung des Objektes ergeben. Be- 
sonders vorteilhaft ist es, wenn die Erzeugung des Deformati- 
ons-Feldes impulsfOrmig erfolgt, da in diesera Fall das Zeit- 
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verhalten der Relaxation der Objektdeformation mit erhahter 
Genauigkeit erfasst werden kann. 

Wenn vor der Erzeugung des Deformations-Feldes eine Behand- 
lungsfltissigkeit in den Untersuchungsbereich geleitet wird 
kann vorteilhafterweise ein zeitweiliger L6sungsaustausch er- 
folgen, beispielsweise urn das Deformationsverhalten des Ob- 
jekts in verschiedenen Medien zu untersuchen oder um zwischen 
Untersuchungen mit verschiedenen Deformationsrichtungen eine 
Objektbehandlung mit einer bestimmten Behandlungsfltissigkeit 
vorzunehmen. Die Positionierung des Objekts erfolgt in diesem 
Fall vorzugsweise an einer KanaleinmUndung oder -kreuzung im 
fluidischen Mikrosystem, an der die jeweilige Behandlungs- 
flvissigkeit zugeftihrt wird. 

GemaB einer weiteren bevorzugten AusfGhrungsf orm der Erfin- 
dung erfolgt an einem bestimmten Objekt, wie zum Beispiel an 
einer zu untersuchenden biologischen Zelle eine Mehrfachmes- 
sung. Hierzu werden die Schritte Erzeugung des Deformations- 
Feldes und Detektion mehrfach auf einanderf olgend durchge- 
fUhrt. Die Mehrfach-Detektion kann beispielsweise darauf ge- 
richtet sein, die Deformation mit identischen Verfahrensbe- 
dingungen zu wiederholen, um die Genauigkeit der Messung zu 
erhohen. Alternativ oder zusatzlich k6nnen die Verfahrensbe- 
dingungen, wie zum Beispiel die ausgeQbten Krfifte, die Feld- 
starken, Phasen und/oder Frequenzen der hochf requenten elekt- 
rischen Felder, die Dauer der Krafteinwirkung oder der Zusatz 
der Behandlungsfltissigkeit variiert werden, um zusatzliche 
Informatiorien Uber das Objekt zu erhalten. Vorteilhafterweise 
kann insbesondere ein Regelkreis realisiert • werden, in dem 
das Positionierungs-Feld und/oder das Def ormations-Feld in 
Abhangigkeit vom Ergebnis der vorhergehenden Detektion einge- 
stellt wird. Des Weiteren kann bei auf einanderf olgenden Un- 
tersuchungen das Deformations-Feld so eingestellt und/oder 
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das Objekt so gedreht werden, dass das Objekt in verschiede- 
nen Richtungen deformiert wird. Diese Variante der Erfindung 
kann Vorteile fiir die Untersuchung von Objekten mit aniso- 
tropen elastischen Eigenschaften besitzen. 

Wenn die Mehrfachmessung tlber einen iSngeren Zeitra\am er- 
folgt, kOnnen vorteilhafterweise plastische Verformungen oder 
die Deformation in AbhSngigkeit von der ausgetibten Kraft un- 
tersucht werden. Die Dauer der Mehrfachmessung betragt hierzu 
vorzugsweise mindestens eine Sekunde. 

Bei der Omsetzung der Erfindung in der Praxis, insbesondere 
bei der Untersuchung biologischer Zellen ist bevorzugt, aus 
den detektierten elektrischen, geometrischen und/oder opti- 
schen Eigenschaften elastische Eigenschaften des Objekt s zu 
ermitteln. Als Deformationseigensch^f t konnen beispielsweise 
eine oder mehrere der folgenden GrSfien als integrals oder 
strukturselektive Parameter erfasst werden: Elastizitatsmo- 
dul, Schermodul, Viskositat, Federkonstante, Steif igkeitskon- 
stante und Relaxationszeit . Des Weiteren kann eine Anpassung 
auf der Grundlage an sich bekannter Modelle erfolgen, wie sie 
bspw. von H. Engelhardt et al. (siehe oben) beschrieben wer- 
den. Die Erfindung ist nicht auf die Messung elastischer Ei- 
genschaften beschrSnkt. Es kdnnen auch plastische Def ormati- . 
onseigenschaften oder Zwischenformen zwischen elastischem und 
plastischem Verhalten ermittelt werden. 

Weitere Vorteile bei der Untersuchung von Proben mit einer 
Vielzahl von Objekten, von denen ein oder mehrere Objekte 
einzeln untersucht werden sollen, ergeben sich bei der Kombi- 
nation des erf indungsgemSJien Verfahrens mit einem dielektri- 
schen Zellsortierer , der zur Aufreihung und ggf. Sortierung 
der Objekte eingerichtet ist. Wenn vor dem Positionierungs- 
Schritt ein bestimmtes Objekt aus der Probe ausgewahlt wird. 
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die einer dielektrischen Aufreihung unterzogen worden ist, 
kann die Selektivitat der erf indungsgemSBen Def ormationsun- 
tersuchung erhOht werden. 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann allgemein mit jedem nach- 
giebigen, insbesondere elastisch oder plastisch deformierba- 
ren Objekt durchgef tlhrt werden, das kleiner als der jeweilige 
Untersuchungsbereich ist. Far die bevorzugte Anwendung in 
fluidischen Mikrosystemen besitzen zu untersuchende Objekte 
typischerweise Grdlien im Bereich von 1 vim bis 50 lom. Das Ob- 
jekt kann mit einer regelmafiigen oder unregelmaBigen Form und 
insbesondere kugelfSrmig gebildet sein. Das Objekt kann ein 
synthetisches Objekt aus einem deformierbaren, kompakten oder 
hohlen Material sein. Erf indungsgemSB konnen beispielsweise 
Membran-Vesikeln, die mit einer Fltissigkeit gefailt sind, un- 
tersucht werden, um die Struktur der Membranhtille zu untersu- 
chen. Bevorzugte Anwendungen der Erfindung sind gegeben, wenn 
das zu untersuchende Objekt mindestens eine biologische Zel- 
le, eine Zellgruppe, ein Zellbestandteil oder ein derartiges 
Objekt im Verbund mit einem synthetischen Partikel umfasst. 

Die bevorzugte Anwendung der Erfindung in der Biotechnologie 
und Pharmazie beruht auf der Idee, einzelne Zellen in dielek- 
trischen FeldkSfigen zu fangen und fiir kurze Zeit das Feld an 
den Elektroden derart zu verSndern, dass hinreichend hohe De- 
formations krSfte erzeugt werden. AnschlieBend kann das elek- 
trische Feld wieder in den Fangmodus versetzt und die Rela- 
xation der Zelldeformation im Bereich niedriger Feldstarke 
beobachtet werden. Alternativ kann das Feld zwischen den Modi 
kurzzeitig auch ganz abgeschaltet werden. Dieser Prozess kann 
vorteilhafterweise an einer Zelle mehrfach wiederholt werden. 
Gemae einer bevorzugten Variante der Erfindung wird in Abhan- 
gigkeit von den detektierten dielektrischen, geometrischen 
und/oder optischen Eigenschaf ten zwischen normalen und veran- 
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derten Zellen oder zwischen normalen Zellen mit verschiedenen 
physiologischen Eigenschaf ten, zum Beispiel wahrend ihres 
Zellzyklus unterschieden. Des Weiteren kann mit dem erfin- 
dungsgemSiien Verfahren zwischen normalen dif f erenzierten Zel- 
len und Stammzellen unterschieden werden. Das erfindungsgema- 
Be Verfahren kann insbesondere zur Erkennung und Sortierung 
von Stammzellen aus einer Vielzahl von Zellen verwendet wer- 
den. Zusatzliche Informationen Ober die untersuchten Zellen 
kSnnen gewonnen werden, wenn die dielektrischen, geometri- 
schen und/oder optischen Eigenschaften der Zelle in 
AbhSngigkeit von der Freguenz und/oder Spannung des Positio- 
nierungs-Feldes und/oder des Deformations-Feldes detektiert 
werden. Des Weiteren kOnnen AbhSngigkeiten von der Umgebungs- 
temperatur, von der stofflichen Zusammensetzung, der Umge- 
bungsfltissigkeit und/oder der Dauer einzelner Def ormationen ' 
Oder der Dauer von Mehrfachmessungen durchgefiihrt werden. • 

Wenn erf indungsgemafi eine Vermes sung von Zellpaaren oder 
Zell-Aggregaten erfolgt, die ggf . erst im Positionierungs- 
Feld zusammen gefUhrt oder verbunden werden, ergeben sich 
Vorteile im Vergleich zum Laser-Stretcher, mit dem nur ein- 
zelne Partikel deformiert werden kOnnen 



Vorrichtungsbezogen wird die oben genannten Aufgabe der Er- 
findung mit einer Messapparatur zur Untersuchung von mindes- 
tens einem Objekt geiast, die ein fluidisches Mikrosystem mit 
einem Untersuchungsbereich mit mindestens einer Elektrodenan- 
ordnung, eine Detektoreinrichtung zur elektrischen und/oder 
optischen Messung von Objekteigenschaften, und eine Feldfor- 
mungseinrichtung mit mindestens einem Hochfreguenzgenerator 
und einer Schalteinrichtung enthSlt, mit der zwischen dem 
Fangmodus, in dem im Untersuchungsbereich mit der mindestens 
einen Elektrodenanordnung ein hochf requentes Positionierungs- 
Feld erzeugt wird, und dem Def ormationsmodus umgeschaltet 
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werden kann, in dem im Untersuchungsbereich mit der mindes- 
tens einen Elektrodenanordnung ein Def ormations-Feld erzeugt 



wird, 



Wenn die Detektoreinrichtung ein Mikroskop mit einer Kamera 
aufweist, konnen sich Vorteile in Bezug auf die Genauigkeit 
der Detektion an mikroskopisch kleinen Objekten, deren Durch- 
messer typischerweise geringer als 25 pm ist, ergeben. 

Gemafi einer bevorzugten Ausftihrungsform der Erfindung ist die 
Messapparatur mit einer Steuereinrichtung ausgestattet, die 
mit der Detektoreinrichtung und der Schalteinrichtung verbun- 
den ist. Diese Verbindung ermOglicht vorteilhafterweise die 
Realisierung eines Regelkreises, in dem Parameter der Positi- 
onierungs- und/oder Deformations-Felder und/oder der Suspen- 
sionsflOssigkeit in AbhSngigkeit vom Ergebnis einer Detektion 
eingestellt oder verSndert werden kSnnen. 

Das fluidische Mikrosystem der Messapparatur ist vorzugsweise- 
mit einer Fluidikeinrichtung ausgestattet, mit der die Sus- 
pensions- und/oder eine zusatzliche Behandlungsf lUssigkeit 
durch den Untersuchungsbereich bewegt werden kann und die 
ebenfalls mit der Steuereinrichtung verbunden ist. 

Ein weiterer, unabhSngiger Gegenstand der Erfindung ist die 
Verwendung eines fluidischen Mikrosystems rait einem Hochfre- 
quenz-Feldkafig zur Untersuchung von Deformations- und/oder 
Relaxationseigenschaften biologischer Zellen und insbesondere 
zur Trennung oder Sortierung von gesunden Zellen und kranken 
Zellen, bspw, Krebszellen, oder die Sortierung von Stammzel- 
len aus einer Zellprobe. 

Die Erfindung besitzt die folgenden weiteren Vorteile. Es 
wird erstmalig ein Untersuchungsverfahren geschaffen, mit dem 
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die Deformation und/oder Relaxation biologischer Zellen voll- 
standig .automat isierbar detektiert werden kann. Die Erfinder 
haben f estgestellt , dass bei dielektrisch in Hochfrequenz- 
FeldkSfigen gehaltenen Zellen mit hochf requenten elektrischen 
5 Feldern derart hohe Def ormationskrSfte ausgetibt werden kan- 
nen, dass die Def ormation-Felder nur far kurze Zeiten und mit 
lokaler Begrenzung erzeugt werden mUssen. Damit wird die Be- 
lastung der Zellen vermindert. Des Weiteren wird ein uner- 
wQnschtes Aufheizen der Elektrodenanordnung im Untersu- 
10 chungsbereich vermieden. 

k Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden aus 
^ der Beschreibung der beigefUgten Zeichnungen ersichtlich. Es 
zeigen: 
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Figur 1: 



eine schematische Darstellung einer 
Aus ftihrungs form einer erf indungsgemSJien 
Me s s appar a t ur , 



20 Figur en 2, 3: 



schematische, vergr5fierte Illustrationen 
erf indungsgemafi verwendeter Elektroden- 
anordnungen. 



Figur 4 : 



ein Flussdiagramm zur Illustration* einer 
Aus fQhrungs form eines erf indungsgemafien 
Verfahrens, 
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Figur 5: 



Mess- und Simulationsergebnisse zur Illus- 
tration der erf indungsgemafien Deformation 
von Zellen, und 
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Figur 6: 



eine schematische Illustration der Objekt- 



deformation in einem aulieren elektrischen 



Feld. 
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Die Erfindung wird im Folgenden beispielhaft unter Bezug auf 
die Untersuchung biologischer Zellen in einem fluidischen 
Mikrosystem beschrieben. Es wird betont, dass die Umsetzung 
der Erfindung nicht auf die Untersuchung von biologischen 
Zellen beschrSnkt, sondern entsprechend, insbesondere mit den 
oben genannten Objekttypen mSglich ist. Fluidische Mikro- 
systeme mit Elektrodenanordnunjgen zur dielektrischen Mani- 
pulierung von suspendierten Pairtikeln sind an sich bekannt, 
so dass hier nur die zur Umsetizung des erf indungsgemaUen 
Verfahrens erforderlichen Einzielheiten erlMutert werden. 

Figur 1 zeigt eine AusfQhrungsiform der erfindungsgemaflen 
Messapparatur mit dem fluidisc^ien Mikrosystem 10, der 
Detektoreinrichtung 20 und der Feldf ormungseinrichtung 30. 
Das fluidische Mikrosystem 10 ist nur ausschnittsweise mit 
einer Elektrodenanordnung von Kaf igelektroden 1-4 und 
optional vorgesehenen Deformations- oder Impedanzmess- 
elektroden 5, 6 gezeigt. Die E'lektroden 1-6 sind an sich 
bekannte Mikroelektroden, die an Boden-, Seiten- und/oder 
Deckwanden eines Kompartiments;, z. B. eines Kanals 12 des 
fluidischen Mikrosystems angeosrdnet sind. Der Kanal 12 wird 
in Pfeilrichtung A von einer Sluspensionsf Itlssigkeit 
durchstrOmt. Zwischen den Elekltrodenenden der Elektroden- 
anordnung 1-6 ist der Untersuchungsbereich 11 gebildet, in 
dem die unten eriauterte Positionierung und Deformation des 
zu untersuchenden Objekts 0 duarchgefUhrt werden. Der 
Untersuchungsbereich 11 kann ah einem Kreuzungspunkt des 
Kanals 12 mit einem weiteren Kknal (nicht dargestellt) des 
Mikrosystems gebildet sein, urn das Objekt O im gehalterten 
Zustand ggf- einer Behandlungsf lUssigkeit auszusetzen, die 
durch den weiteren Kanal zugefUhrt wird. 
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Die Detektoreinrichtung 20 umfasst ein Mikroskop 21, eine 
Kamera 22 und einen Bilddatenspeicher 23, die in bekannter 
Weise zusammenwirken. Das Mikroskop 21 ist beispielsweise ein 
1X70, Hersteller: Olympus mit einer CCD-Kamera 22 vom Typ 
Sensicam Vision, Hersteller: Photonics. 

Die Feldformungseinrichtung 30 enthSlt einen Hochfrequenz- 
generator 31 und eine Schalteinrichtung 32. Beide Komponenten 
kSnnen in einer gemeinsamen Schaltung integriert sein. Der 
Hochfrequenzgenerator ist eine Spannungsquelle zur Erzeugung 
hochfrequenter elektrischer Spannungen, typischefweise im 
Spannungsbereich von 0.1 bis lOVrms und im Frequenzbereich 
von 1 kHz bis 100 MHz. Die Ausgangsspannungswerte, Phasen und 
Frequenzen der vom Hochfrequenzgenerator 31 generierten Span- 
nungen sind vorzugsweise manuell oder mit der Steuerein- 
richtung 40 einstellbar. 

Zur Manipulation biologischer Zellen mittels negativer 
Dielektrophorese kann die Frequenz der Hochf requenzspannung 
vorteilhafterweise in AbhSngigkeit von der AuBenleitf ahigkeit 
so eingestellt warden, dass die Membran der untersuchten 
Zelle vollstandig geladen wird. Hierzu wird die Frequenz 
wesentlich geringer als der reziproke Wert der 
Membranrelaxationszeit % gewShlt (£«£«) . Die 
Merabranrelaxationszeit hangt mit den Leitf ahigkeiten gemaii 
Gleichung (2) zusammen: 
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(2) 



In diesem Fall kann die Zelle gemaB Gleichung (3) lediglich 
elongiert werden. 
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Bei hohen Frequenzen f»f„ ist die Zellmembran kapazitiv 
tiberbrackt, so dass die Zelle in Abhangigkeit von den AuBen- 
und Innenleitfahigkeiten entweder elongiert oder komprimiert 
wird (siehe Gleichung (1), oben) . 

Der Hochfrequenzgenerator 31 ist zur Erzeugung von Spannungs- 
veriaufen entsprechend verschiedenen Betriebsmodi der Mess- 
apparatur eingerichtet, die unten beispielhaft illustriert 
sind. Ein erster Betriebsmodus ist der Halte- oder Fangmodus, 
in dem das Objekt O (z. B. die biologische Zelle) im 
Potentialminimiam des von den KSfig-Elektroden 1-4 erzeugten 
dielektrischen Feldkafigs gehaltert wird. Die Zelle O 
befindet sich trotz strOmender Suspensionsf Itissigkeit (Pfeil 
A) im ruhenden Zustand. Die Ansteuerprotokolle der Kafig- 
Elektroden (Spannungen, Frequenzen, Phasen) sind aus der 
fluidischen Mikrosystemtechnik an sich bekannt. Im zweiten 
Betriebsmodus, nSmlich dem Deformations-Modus werden 
derartige Spannungen erzeugt, dass auf die gehalterte Zelle O 
gerichtete Def ormationskrSfte ausgetibt werden (siehe unten) , 
wobei in diesem Zustand die FlUssigkeitsstrOmung gestoppt 
ist . 

Mit der schematisch gezeigten Schalteinrichtung 32 wird der 
aktuell gewQnschte Betriebsmodus ausgewMhlt, in dem die 
jeweiligen Elektroden mit der gewtinschten Spannung beauf- 
schlagt werden. Die Schalteinrichtung 32 kann einen Umschal- 
ter Oder einen Phasenschieber umfassen und/oder in die 
Steuerung des Hochfrequenzgenerator s 31 integriert sein. Bei 
beiden Varianten kann eine BetStigung mit der Steuerein- 
richtung 40 vorgesehen sein. 
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DasBezugszeichen 50 verweist auf eine Fluidikeinrichtung, 
mit der die Suspensions- und/oder Behandlungsf liissigkeit im 
Kanal 12 des fluidischen Mikrosystems 10 bewegt wird. Die 
Fluidikeinrichtung 50 urtifasst beispielsweise eine Pumpe, die 
ggf. mit der Steuereinrichtung 40 betatigbar ist. 

Figur 2 zeigt die Kaf igelektroden 1-4, l'-4' in vergrOJierter 
Perspektivansicht. Die unteren vier Elektroden l'-4' sind auf 
dem Boden 13 des fluidischen Mikrosystems 10 angeordnet, wah- 
rend die Elektroden 1-4 an der Deckfiache (nicht dargestellt) 
angeordnet sind. Die Kanalrichtung entspricht der StrOmungs- 
richtung A der Suspensionsfltissigkeit . Bei Beauf schlagung der 
Kafigelektroden mit hochfrequenten elektrischen Spannungen 
entsprechend einer der in der folgenden Tabelle angegebenen 
Ansteuerarten „trap rot^\ „trap ac I^^ oder „trap ac II- wird 
ein dielektrischer Feldkafig mit einem punktf drmigen Poten- 
tialminimiam in der Mitte zwischen den Enden der Elektroden 
gebildet, an dem die zu untersuchende Zelle lokalisiert wird. 



Elektrode/ 


1 


2 


3 


4 


1- 


2- 


3' 


4' 


Modus 


















trap rot 


0« 


90" 


180° 


270° 


180° 


270° 


90° 


180° 


trap ac 1 


0° 


180° 


0° 


180° 


180° 


0° 


180° 


0° 


trap ac II 


0° 


180° 


0° 


180° 


0° 


180° 


0° 


180° 


stretch ac 1 


0° 


0° 


180° 


180° 


0° 


0° 


180° 


180° 


stretch ac II 


0" 


0° 


0° 


0° 


180° 


180° 


180° 


180° 



Die Ansteuerart //trap rot^^ dient dem Einfangen der Zellen im 
Feldkafig und einer Drehung der Zelle in eine vorbestimmte 
Ausrichtung relativ zum umgebenden Mikrosystem. Vorteilhaft- 
erweise kSnnen in diesem Fall Def ormationen in bestimmten 
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Richtungen untersucht werden. Die Ansteuerarten „trap ac I,, 
und „trap ac II'' dienen dem Einfangen der Zelle im Feldkafig 
ohne eine bestimmte Orientierung. Durch Umschalten der rela- 
tiven Phasenlage zwischen den hochf requenten Spannungen an 
den KSfig-Elektroden entsprechend den Ansteuerarten „stretch 
ac I'' Oder ^stretch ac II'' wird vom Fangmodus zum Deformati- 
onsmodus gewechselt, Durch die Polarisation der zu untersu- 
chenden Zellen werden bei den beispielhaft -angegebenen An- 
steuerarten Deformationskrafte parallel zu StrSmungsrichtung 
A gebildet, so dass sich die Zelle deformiert (siehe Figur 
5) . 



Figur 3 zeigt Kaf ig-Elektroden 1, 2, 1' und 2S die zur Bil- 
dung eines in Stromungsrichtung A offenen dielektrischen 
15 Feldkafigs eingerichtet sind. In der folgenden Tabelle sind 
entsprechend die Ansteuerarten fur den Fangmodus „trap ac", 
in dem die Zellen in der Kanalmitte fokussiert werden, und 
dem Deformationsmodus ^stretch ac I" oder „stretch ac II" zu- 
sammengestellt . 
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Elektrode/ 


1 


2 


V 


2' 


Modus 










trap ac 


0° 


180° 


180° 


0° 


stretch ac 1 


180° 


0° 


180° 


0° 


stretch ac ii 


180° 


180° 


0° 


0° 
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In Figur 4 ist die Schrittfolge zur Durchf tlhrung des erfin- 
dungsgemaiJen Verfahrens schematisch illustriert. Nach einer 
Aufreihung (Schritt 100) , bei der eine Probe aus einer Viel- 
30 zahl von Zellen in an sich bekannter Weise stromaufwarts vom 
Untersuchungsbereich 11 dielektrisch aufgereiht wird, erfolgt 
bei Schritt 200 die Positionierung eines Partikels im die- 
lektrischen Feldkafig der Kaf igelektroden beispielsweise ge- 
mali Figur 2. AnschlieBend folgt durch Anderung der Elektro- 
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denansteuerung die Zelldef ormation (Schritt 300), wobei wah- 
rend der Ausubung der Def ormationskraf te und/oder nach Ab- 
schalten der Def ormationskraf te die Deformation (Schritt 400) 
Oder die Relaxation (Schritt 500) elektrisch oder optisch er- 
5 fasst wird. Anschliefiend oder zeitgleich (online) folgt bei 
Schritt 600 die Auswertung und quantitative Analyse der De- 
formation. In Abhangigkeit vom Ergebnis von Schritt 600 kann 
vorgesehen sein, dass eine weitere Deformation mit zugeh5ri- 
ger Detektion durchgeftihrt wird. Vor der weiteren Deformation 

10 kann ggf . eine Drehung des Objekts bei Schritt 200 vorgesehen 
sein. SchlieJilich folgt bei Schritt 700 die Entscheidung, ob 

I ein weiteres Objekt untersucht oder die Messung bfeendet wer- 

P den soil. Gegebenenf alls ist bei Schritt 800 die Ablage des 
Objekts in einem passenden Behaiter oder auf einem Substrat, 

15 2. B. in einer Mikrotiterplatte vorgesehen. 

Figur 5 zeigt beispielhaft die Deformation ^nes Erythrozyten 
in einem Feldkafig durch Umschalten vom Fang- in den Defor- 
mationsmodus . Der Untersuchungsbereich besitzt einen Durch- 
20 messer von rd. 40 yim. Die Frequenz der Positionierungs- und 
Def ormationsf elder betragt 700 kHz OVrms) • Die Leitf ahigkeit 
der Suspensionsf lUssigkeit betragt 0.3 S/m. Die Figuren 5A 
und B zeigen mikroskopische Abbiidungen des Erythrozyten O im 
Fang- und Def ormationsmodus . Die Figuren 5C und D illust- 
25 rieren die Feldverteilung in der horizontalen Zentralebene 
der Elektrodenanordnung gemaJJ Figur 2 im Fangmodus fUr die 
Ansteuerprotokolle ,/trap rot'^ oder „trap ac Es sind 

jeweils als Aquipotentiallinien die Veriaufe der Werte E^ des 
elektrischen Feldes zu einem bestimmten Zeitpunkt darge- 
30 stellt. Die auf das Objekt wirkenden Polarisationskrafte sind 
proportional zur GroBe E^. Die Figuren 5E und 5F zeigen 
entsprechend die Feldverteilung im Streckmodus bei Realisie- 
rung der Ansteuerarten ,,stretch ac I^^ oder ,,stretch ac 11^^. 
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Wie aus den Feldsimulationen hervorgeht, befindet sich eine 
Zelle, die zunachst zentral im KSfig gefangen war (Figur 5A, 
Nullfeld) bei Umschalten auf den Streckmodus in einem starken 
relativ homogenen (sattelf ormigen) elektrischen Feld. Ohne 
5 aulJere Storungen verbleibt die Zelle im Zentralbereich, wo 
sie deformiert wird (Figur 5B) . Experiment ell verbleibt die 
Zelle bei gut Squilibrierter Fluidik bis zu einigen Sekunden 
im Zentralbereich, wo nach Um- bzw. Abschalten die Relaxation 
beobachtet werden kann. 

10 

Diese Untersuchungen kdnnen im Fluss (siehe Figur 3) und ggf • 

•an mehreren z. B. Ober mit trichterf Srmigen Feldbarrieren 
(durch ,,Trichter-Elektroden^^ oder sog. Funnel) aufgereihten 
Zellen parallel ausgefUhrt werden. 

15 

Bei der Messung der Defoannation und/oder Relaxation (Schritte 
400, 500) werden bspw. Bilder des Objekts O, die mit der 
Detektoreinrichtung 20 aufgenommen wurden, vermessen. Es wird 
bspw, der Obj ektdurchmesser vor und wahrend der Deformation 
20 erf asst. Zur Ermittlung von Relaxationszeiten wird eine ent~ 
sprechende Zeitabhangigkeit aufgenommen. Wenn bspw. eine ku~ 

fgelfSrmige Zelle zu einem Ellipsoid deformiert wird, erfolgt 
eine Messung der Halbachsen des Ellipsoids. Aus den geome- 
trischen Messwerten und/oder der ermittelten Zeitfunktion 
25 werden in AbhSngigkeit vom angewendeten Modell die gewtlnsch- 
ten elastischen Eigenschaf ten ermittelt. 

Abweichend von der oben beispielhaft beschriebenen Verfah- 
rensweise kannen bei der Realisierung der Erfindung die fol- 
30 genden Modif izierungen vorgesehen sein. 

Es kann eine Parameteroptimierung vorgesehen sein, bspw. um 
das Objekt O mSglichst gut im Zentriim des Untersuchungs- 
bereiches zu halten. Hierzu werden aus den Bilddaten der 
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Detektoreinrichtung Steuersignale abgeleitet, mit denen die 
Parameter der Ausgangsspannungen des Hochf requenzgenerators 
eingestellt werden, bis die gewunschte Zentrierung gegeben 
ist. Ein entsprechender Regelkreis kann auf die VerSnderung 
der Feldstarke oder Frequenz der Def ormations-Felder gerich- 
tet sein, urn ein bestiinmtes Def ormationsergebnis zu erzielen. 
Es konnen feldstarke- und/oder f requenzabhangige Deforma- 
tionsmessungen durchgeftthrt werden. 

Alternativ oder zusatzlich zum oben beschriebenen Streckmodus 
in horizontaler Ebene kann eine Deformation in einer anderen 
Richtung, z. B. in vertikaler Ebene durchgef tihrt werden. Des 
Weiteren kann eine gerichtete Streckung des Objekts O im 
Feldkafig zu einer Nadelform vorgesehen sein. 

Zur Optimierung- der Positionierungs- oder Def ormations-Felder 
kOnnen sich deren Frequenzen unterscheiden . Die Def ormations- 
Felder k5nnen gleichzeitig zu einem permanent gebildeten 
Positionierungs-Feld erzeugt werden. GemMft Gleichung (1) 
ktinnen elongierende oder komprimierende Felder gebi'ldet 
werden . 

Anstelle der Acht- oder Vier-Elektrodenf eldkaf ige kGnnen 
andere Elektrodengeometrien realisiert werden^ wie sie an 
sich aus der fluidischen Mikrosystemtechnik bekannt sind. Es 
kOnnen bspw. Sechs-Pol-Elektrodenanordnungen realisiert 
werden . 

Die in der bevorstehenden Beschreibung^ den Zeichnungen und 
den AnsprUchen of fenbarten Merkmale der Erfindung kOnnen so- 
wohl einzeln als auch in Kombination far die Verwirklichung 
der Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von 
Bedeutung sein. 
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Pa-ben-banspriiche 

!• Verfahren zur Untersuchung von mindestens einem deforitiier- 
baren Objekt (O) in einer Suspensionsf lUssigkeit , mit den 
Schritten: 

- Erzeugung eines elektrischen Positionierurigs-Feldes und Po- 
sitionierung des Objekts (O) in einem Potent ialminimum des 
Positionierungs-Feldes, 

- Erzeugung eines elektrischen Def ormations-Feldes derart, 
dass eine Def ormationskraft auf das Objekt (O) ausgeubt wird, 
und 

- Detektion von mindestens einer Eigenschaft aus der Gruppe 
der dielektrischen, geometrischen und optischen Eigenschaften 
des Objekts (O) , 

dadurch gekennzelchnel: , dass 

- das Positionierungs-Feld in einem Kompartiment (12) eines 
fluidischen Mikrosystems (10) erzeugt wird, und 

- die Positionierung des Objekts (O) in frei suspendiertem 
Zustand bertlhrungslos erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Positionierung des 
Objekts (O) unter der Wirkung negativer Dielektrophorese er- 
folgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1^ bei dem die Positionierung des 
Objekts (O) unter der Wirkung positiver Dielektrophorese er- 
folgt . 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, bei dem die Detektion 
wahrend oder nach der Deformation des Objekts (O) erfolgt und 
entsprechend eine Erfassung von Deformations- oder Relaxa- 
tionseigenschaf ten des Objekts (O) umfasst. 
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5. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 4, bei 
dem das Positionierungs-Feld als ein Hochf requenz-Feldk^f ig 
mit einer KSf ig-Elektrodenanordnung (1-4, l'-4') erzeugt 
wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem der Hochf requenz- 
Feldkafig als geschlossener Feldkafig mit einem punktf Grmigen 
Potentialminimiim betrieben wird, in dem das Objekt (O) ruht, 

7. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem der Hochf requenz- 
Feldkafig als offener Feldkafig mit einem linienf 6rmigen Po- 
tentialminimum betrieben wird, durch das sich das Objekt (O) 
mit der Suspensionsf Itissigkeit bewegt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, bei dem die 
KSfig-Elektrodenanordnung (1-4, l'-4M zur Erzeugung des De- 
formations-Feldes verwendet wird. 



20 9. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, bei dem eine 
separate Def ormations-Elektrodenanordnung (5, 6) zur Erzeu- 
gung des Deformations-Feldes verwendet wird. 

10. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, bei dem das Def ormations-Feld ftlr eine Dauer von 1 
ms bis 500 ms eingestellt wird. 

11. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, bei dem die Erzeugung des Def ormations-Feldes im- 

30 pulsfarmig erfolgt. 



12. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprUche, bei dem das Objekt (O) vor oder wShrend der Erzeu- 



gung des Def ormations-Feldes einer Behandlungsf liissigkeit 
ausgesetzt wird. 

13. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprQche, mit einer Mehrf achmessung, bei der die Schritte Er- 
zeugung des Def ormations-Feldes mit der Detektion und die Er- 
zeugung des Positionierungs-Feldes abwechselnd mehrfach auf- 
einander folgend durchgefahrt werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, bei dem die Mehrf achmessung 
ftir die Dauer von mindestens einer Sekunde durchgefUhrt wird. 

15. Verfahren nach T^spruch 13 oder 14, bei dem das Positio- 
nierungs-Feld und/oder das Def ormations-Feld in AbhSngigkeit 
vom Ergebnis der jeweils vorhergehenden Detektion eingestellt 
Oder verSndert wird. 

16. Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 13 bis 15, 
bei dem das Def ormations-Feld und/oder das Positionierungs- 
Feld mehrfach so eingestellt wird, dass das Objekt (O) je- 
weils in verschiedenen Richtungen deformiert wird. 

17. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprilche, bei dem aus den detektierten dielektrischen, geomet- 
rischen und/oder optischen Eigenschaf ten viskoelastische 
Eigenschaften des Objekts (O) ermittelt werden. 

18. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprUche, bei dem vor dem Positionierungs-Schritt das Objekt 
(O) aus einer Probe ausgewShlt wird, die einer dielektrischen 
Aufreihung unterzogen worden ist. 

19. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, bei dem das Objekt (O) mindestens eine biologische 
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Zelle, eine Zellgruppe, ein ' Zellbestandteil oder ein synthe-' 
tisches Partikel umfasst. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, bei dem in Abhangigkeit von 
den detektierten dielektrischen, geometrischen und/oder opti- 
schen Eigenschaf ten zwischen normalen und veranderten Zellen 
Oder zwischen normalen Zellen mit verschiedenen physiologi- 
schen Eigenschaf ten unterschieden wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, bei dem in Abhangigkeit von 
den detektierten dielektrischen, geometrischen und/oder opti- 
schen Eigenschaf ten Staramzellen erkannt werden. 

22. Verfahren nach Anspruch 19, 20 oder 21, bei dem die die- 
lektrischen, geometrischen und/oder optischen Eigenschaften 
der Zelle in Abhangigkeit von mindestens einem der folgenden 
Parameter detektiert werden: 

- Frequenz des Positionierungs-Feldes 

- Frequenz des Def ormations-Feldes, 

- Spannung des Positionierungs-Feldes 

- Spannung des Def ormations-Feldes, 

- Temperatur der Suspensions- oder Behandlungsf Itissigkeiten, 

- stoffliche Zusammensetzung der Suspensions- oder Behand- 
lungsf Itissigkeiten, 

- Dauer der einzelnen Deformation, und 

- Dauer von mehreren Def ormationen. 



23. Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 19 bis 22, 
bei dem eine Vermessung von Zellpaaren oder Zell-Aggregaten 
erfolgt . 

24. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem die Zellpaare oder 
Zell-Aggregate im Positionierungs-Feld zusammen gebracht wer- 
den. 



25. Messapparatur zur Untersuchung von mindestens einem Ob- 
jekt, die lomfasst: 

- ein fluidisches Mikrosystem (10), das ein Kompartiment (12) 
mit mindestens einer Elektrodenanordnung (1-4, l'-4') auf- 
weist, 

- eine Detektoreinrichtung (20), die zur elektrischen, geo- 
metrischen und/oder optischen Messung von Objekteigenschaf ten 
eingerichtet ist, und 

- eine Feldf ormungseinrichtung (30) mit mindestens einem 
Hochfrequenzgenerator (31) , 

dadurch gekennzexchnel:, dass 

- die Feldformungseinrichtung (30) zwischen einem Betriebszu- 
stand, in dem im Kompartiment (12) mit der mindestens einen 
Elektrodenanordnung (1-4, l»-4') ein hochf requentes Positio- 
nierungs-Feld erzeugt wird, und einem Betriebszustand lamge- 
schaltet werden kann, in dem im Untersuchungsbereich (11) mit 
der mindestens einen Elektrodenanordnung ein Def ormations- 
Feld erzeugt wird. 

26. Messapparatur nach Anspruch 25, bei der die Feldformungs- 
einrichtung (30) eine Schalteinrichtung (32) enthait, mit der 
zwischen den BetriebszustSnden umgeschaltet werden kann. 

27. Messapparatur nach Anspruch 25 oder 26, bei der die De- 
tektoreinrichtung (20) ein Mikroskop (21) mit einer Kamera 
(22) aufweist. 

28. Messapparatur nach mindestens einem der vorhergehenden 
AnsprQche 25 bis 27, bei der das fluidische Mikrosystem (10) 
mit einer Fluidikeinrichtung (40) zur Bewegung einer Suspen- 
sions- und/oder einer Behandlungsf lassigkeit durch den Unter- 
suchungsbereich (11) ausgestattet ist. 



29. Messapparatur nach mindestens eineiti der vorhergehenden 
Ansprtiche 25 bis 28, bei der eine Steuereinrichtung (50) vor- 
gesehen ist, die mit der Detektoreinrichtung (20) und der 
Schalteinrichtung (32) verbunden ist. 

30. Messapparatur nach Anspruch 29, bei der mit der Steuer- 
einrichtung (50) ein Regelkreis gebildet wird, in dem das Po- 
sitionierungs-Feld und/oder das Deformations-Feld in Abhan- 
gigkeit vom Ergebnis der vorhergehenden Detektion eingestellt 
Oder verSndert werden kann. 

31. Verwendung eines fluidischen Mikrosystems mit einem Hoch- 
frequenz-Feldkafig zur Untersuchung von Def ormations- 
und/oder Relaxationseigenschaf ten biologischer Zellen. 
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Zusammenfassung 

Es werden Verfahren zur Untersuchung von mindestens einem de- 
formierbaren Objekt (0) in einer Suspensionsf liissigkeit be- 
schrieben, mit den Schritten: Erzeugung eines elektrischen 
Positionierungs-Feldes und Positionierung des Objekts (O) in 
einem Potent ialminimum des Positionierungs-Feldes, Erzeugung 
eines elektrischen Deformations-Feldes derart, dass eine De- 
format ions kraft auf das Objekt (O) ausgeilbt wird, und Detek- 
tion von mindestens einer Eigenschaft aus der Gruppe der die- 
lektrischen, geometrischen und optischen Eigenschaften des 
Objekts (O), wobei das Positionierungs-Feld in einem Kompar- 
timent (12) eines fluidischen Mikrosystems (10) erzeugt wird, 
und die Positionierung des Objekts (O) in frei suspendiertem' 
Zustand berUhrungslos erfolgt. Es werden auch Messapparaturen 
zur Durchfahrung dieser Verfahren beschrieben. 



(Fig. 1) 
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